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1. RESUMEN  
El fósforo juega un papel crucial en el organismo siendo un componente esencial en los 
huesos y dientes. Entre sus principales funciones debemos destacar, que es fundamental para 
mantener el equilibrio del calcio, y el almacenamiento de la energía en nuestro metabolismo, así 
mismo el fósforo interviene en la utilización de los hidratos de carbono y las grasas en el 
organismo, en el empleo correcto de la vitamina B, y ayuda al mejor funcionamiento de la función 
nerviosa y muscular. 
El fósforo en alimentos puede encontrarse como fósforo inorgánico o fósforo asociado a 
materia orgánica, siendo el primero más fácilmente absorbido por el organismo. En semillas, 
legumbres, cereales y frutos secos, el fósforo orgánico se encuentra mayoritariamente en forma 
de fitatos. Sin embargo, a pesar del elevado contenido en fósforo de estos alimentos, el intestino 
de los humanos no posee la enzima fitasa capaz de degradar los fitatos, de ahí que el fósforo 
orgánico presente una baja biodisponibilidad comparada con el fósforo inorgánico. En concreto, 
las nueces son un alimento rico en fósforo y una buena fuente de minerales. 
En este trabajo se ha llevado a cabo un muestreo de 13 muestras de nueces de diferentes 
cultivos y con distinto origen geográfico que se encuentran al alcance del consumidor. Para el 
análisis de estas muestras se ha adaptado un procedimiento de determinación de fósforo en leche 
para la determinación de fósforo en nueces. Se realizó una digestión de las muestras en sistema 
cerrado y asistido por microondas y posteriormente se determinó el fósforo por 
espectrofotometría de absorción molecular UV-Vis previa formación del fosfomolibdato amónico 
que por reducción da lugar al complejo de adición azul de molibdeno. 
Por otra parte y con vistas a establecer la biodisponibilidad de fósforo en las muestras de 
nueces, se puso a punto un método sencillo de extracción con NH4Cl 1 M que permitió separar el 
fósforo inorgánico y el fósforo orgánico. A continuación, se realizaron digestiones por vía húmeda 
en horno de microondas de cada fracción y se determinó el fósforo utilizando también el método 
espectrofotométrico que implica la formación del heteropoliácido y su reducción a azul de 
molibdeno. 
Por último, con los resultados de los análisis de las 13 muestras de nueces, se llevó a cabo 
un estudio de correlación entre la concentración de fósforo total en las muestras y la fracción no 
asimilable. Los resultados indicaron que no existe una relación lineal entre la ingesta de fósforo y 
la biodisponibilidad del mismo. También se aplicaron técnicas estadísticas de comparación 
obteniéndose diferencias significativas para la concentración de fósforo total entre muestras de 
nueces de diferente origen geográfico. 
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Phosphorus plays a key role in the organism being an essential element in bones and 
teeth. Among its main functions it is noteworthy to highlight its necessity to keep the optimal 
calcium–phosphate equilibrium and to store the energy in our metabolism. Besides, phosphorus 
participates in the use of carbohydrates and fats in the organism, the correct use of vitamin B, and 
it also helps the better function of nervous and muscular system. 
Phosphorus in foodstuff can be found as both inorganic phosphorus and phosphorus 
associated with organic matter, being the former easily absorbed by the organism. In seeds, 
legumes, cereals, and nuts, organic phosphorus is mainly present as phytates. However, the 
intestine of humans does not contain the phytase enzime capable of degrading the high content 
of phytates of this foodstuff. Thus, organic phosphorus shows lower bioavailability compared to 
inorganic phosphorus. Particularly, walnuts are a rich food of phosphorus and an excellent source 
of minerals. 
In this work, a sampling of thirteen different walnut samples accessible to the consumer 
from different crops and geographical origin was carried out.  
In order to analyze these samples, a method to determine phosphorus in milk was 
adapted to determine phosphorus in walnuts. A closed-vessel microwave-assisted digestion of the 
samples was developed followed by molecular absorption spectrometry to determine phosphorus 
after the previous formation of the heteropolyacid (ammonium phosphomolybdate) which is 
reduced to molybdenum blue. 
On the other hand, to study the bioavailability of phosphorus in walnut samples an easy 
extraction using NH4Cl 1 M was optimized to distinguish inorganic phosphorus and organic 
phosphorus. After that, microwave assisted digestions of both fractions were carried out to 
determine phosphorus by also molecular absorption spectrometry after the previous formation of 
the heteropolyacid and its reduction to molybdenum blue. 
Finally, a correlation study between total phosphorus concentration and the non-
assimilable fraction was developed using the results of the analysis of the 13 walnut samples. The 
results indicated a non-linear relationship between the intake of phosphorus and the 
bioavailability of it. Comparative statistical tools to differentiate walnuts from different origin 
were also carried out. Significant differences between varieties based on total content of 
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El nogal es uno de los árboles más antiguos del mundo cuyos frutos son comestibles. La 
nuez, fruto del nogal, se consume desde épocas prehistóricas y se han hallado referencias de su 
existencia en Persia desde el año 7000 a.C. Si bien varios autores señalan a Persia como la cuna de 
esta especie, donde era tan valiosa y rara que sirvió de moneda, su origen no ha sido definido 
claramente. Otros autores consideran su origen en Asia del Este, Sureste de Europa y Norte de 
América. En época del Imperio Romano las nueces se consideraban comida de Dioses y de ahí su 
nombre Juglans Regia en honor a Júpiter. 
              A pesar de ser uno de los primeros alimentos disponibles para el hombre, las nueces y 
semillas han recibido poca atención en las dietas modernas así como en estudios nutricionales 
publicados en las tres últimas décadas [1]. 
              Actualmente existe una elevada demanda de alimentos cuyas características rompen con 
el tedio de la alimentación común, como es el caso de los frutos secos, debido a sus excelentes 
propiedades nutritivas además de su apariencia, sabor y textura [2,3].  
Las nueces son un importante componente de la dieta mediterránea y de la dieta 
vegetariana, y destacan por su alto contenido en lípidos que varía de un 64 a un 72%. Los 
principales ácidos grasos de la nuez son de tipo insaturado tales como el linoleico (6) y el 
linolénico (3) que implican importantes beneficios para la salud, como la reducción del 
colesterol, la prevención de formación de coágulos en las arterias y la disminución de la presión 
arterial. Las proteínas presentes en las nueces tienen un importante contenido de arginina, 
relacionada con la prevención de enfermedades cardiovasculares. Por su parte, la cantidad de 
fibra facilita el tránsito intestinal y previene varios tipos de cáncer. Es una buena fuente de 
vitaminas B1, B2, B3 y especialmente B6 así como de vitaminas del grupo E, entre las que 
destacan el ácido fólico el cual es habitualmente deficitario en el organismo humano. Por último, 
cabe destacar el contenido de elementos esenciales saludables tales como el calcio, magnesio, 
potasio, sodio y fósforo, necesarios para desarrollar y mantener el sistema esquelético y el control 
de la presión arterial [4]. La composición del suelo y el pH influyen en gran medida en la absorción 
de elementos esenciales para las plantas [5]. 
 
3.1. El fósforo en alimentos 
El fósforo es un elemento que está presente en el cuerpo humano en su mayor parte 
asociado al calcio en la formación de sales para la estructura y formación de los huesos y los 
dientes. Además, forma parte de la estructura molecular de diversos enzimas, de los fosfolípidos 
de la membrana que recubre a las células y son parte del ADN y ARN (códigos genéticos). La 
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producción de energía y su almacenamiento químico dependen de compuestos fosforilados. El 
fósforo también es muy importante en la regulación del equilibrio acido base de los fluidos y 
tejidos humanos. La ingesta recomendada es de 700 mg/día en adultos sanos, si bien su absorción 
a través del tracto intestinal es entre 40 y 80% de la dieta. El fósforo en los alimentos puede 
encontrarse en forma de fósforo inorgánico o fósforo orgánico. El fósforo inorgánico aparece en 
forma de sales y se absorbe fácilmente en el tracto intestinal. El fósforo orgánico de origen 
vegetal abunda en semillas, frutos secos y legumbres y su absorción es mucho más baja. A 
diferencia del fósforo de la proteína de origen animal  que se encuentra en el compartimento 
intracelular, el fósforo de la proteína vegetal se almacena como ácido fítico o fitato. El hombre no 
expresa el enzima fitasa por lo que la biodisponibilidad del fósforo es generalmente  menor del 
50%. Por lo tanto, a pesar del aparentemente alto contenido en fósforo de algunas plantas, sólo 
una parte será absorbida [6–8]. 
La estructura molecular del ácido fítico que aparece reflejada en la Figura 1, es el 
myoinositol 1, 2, 3, 4, 5 y 6 hexakis dihidrógeno fosfato. El descubrimiento del fitato data del 1855 
al detectar pequeñas partículas redondeadas en semillas de plantas, más tarde se descubrió que 
eran ricas en fosfatos, calcio y magnesio. El nombre myoinositol se le dio por su origen vegetal. 
Los fitatos están ampliamente distribuidos en el reino vegetal y sirven como almacenamiento de 
fósforo y minerales. Además del fitato otros fosfatos de inositol como pentafosfato y tetrafosfato 
de inositol están presentes en las semillas pero en menor proporción (menor del 15%). El fitato se 
ha considerado un antinutriente ya que a su paso por el tracto gastrointestinal, puede inhibir la 
absorción de algunos elementos trazas esenciales. Más tarde se le atribuyeron también 
propiedades beneficiosas como actividad anticancerígena y antioxidante. Al pH fisiológico (6-7) el 
fitato tiene una carga negativa muy alta por lo que su absorción en el intestino se considera 
improbable. Algunos estudios sugieren que puede ser absorbido en una cierta extensión pero esta 
sería muy baja, menor o igual al 2% [9]. Dado que no está presente la enzima fitasa, se considera 
que la absorción no tiene lugar. En frutos secos el contenido en ácido fítico varia de 0,1-9,4 g/100 







Figura 1. Estructura de la molécula de Ácido Fítico 
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Como sabemos las nueces tienen un alto contenido en fósforo, siendo el elemento más 
abundante, según la bibliografía científica entre 3100 y 3850 mg/Kg, pero como se ha destacado 
anteriormente, al tratarse de una semilla no todo el fósforo se encuentra disponible. 
 
3.2. Determinación de fósforo en nueces 
Para conocer la ingesta de nutrientes se suele recurrir a las bases de datos de 
composición de los alimentos. Muchos países han implementado el etiquetado de los nutrientes 
en los alimentos, dados los requerimientos estipulados por la Administración de Alimentos y 
Medicamentos de los Estados Unidos, FDA (Food and Drug Administration). En algunos casos se 
requiere que los productores proporcionen sus propios datos analíticos. Sin embargo, en la 
mayoría de los casos se permite el uso  de resultados suministrados por organismos autorizados 
[10]. Con frecuencia, en las bases de datos no aparecen los valores sobre un alimento en 
concreto, en el caso de las nueces podemos encontrar datos para frutos secos, sin diferenciar 
unos de otros, o también para un grupo más amplio que es el de semillas y frutos secos. 
  Además, es importante no solo conocer el dato del resultado del análisis sino también el 
método que se ha utilizado. Como sabemos, en muchos casos los métodos estandarizados y 
los aceptados por organismos oficiales son obsoletos, poco precisos, y con frecuencia  sometidos 
a interferencias. En  la Tabla de Composición de Alimentos (Table of Food Composition) [11] se 
comenta que el contenido encontrado depende del método de análisis y que los datos de 
nutrientes son aproximados. En la Guía de Nutrientes (Nutrient Guide) [12] se observa como los 
alimentos con el paso del tiempo van presentando concentraciones menores en nutrientes, hecho 
que puede ser atribuido al método analítico utilizado. Esto se ha detectado al comparar los 
resultados obtenidos en la actualidad con los obtenidos hace varias décadas. Así, en términos 
generales, para cualquier tipo de muestra y de analito a medida que los límites de detección del 
método analítico se hacen menores, debido a metodologías e instrumentación más complejas,  
los valores  encontrados son más bajos [13]. No es de extrañar, por tanto, que se encuentren 
diferencias a veces entre los valores etiquetados y los resultados de un análisis.  
Por otra parte, a menudo se traslada un método utilizado para una muestra determinada 
a otro tipo de muestra con una matriz diferente, sin un trabajo previo de adaptación del método, 
lo que normalmente implica errores en relación con la selectividad y la sensibilidad [1,14]. Las 
fuentes de información más accesibles sobre nutrientes en los alimentos las encontramos en el 
etiquetado, en internet y en publicaciones científicas [1]. 
Tras la revisión bibliográfica realizada en revistas científicas se han encontrado solo 3 
artículos en los que se determina fósforo en nueces. Una de ellas trata sobre la composición 
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mineral de nueces de Francia y California [5] e indica una concentración de 3080-3850 mg/kg 
utilizando el método espectrofotométrico del azul de molibdeno. En otro artículo sobre los frutos 
secos que se encuentran en el mercado sueco [1], se analiza por Espectrometría de Emisión de 
Plasma acoplado a Espectrometría de Masas (ICP-MS) los constituyentes inorgánicos de nueces y 
otros frutos secos y realiza una comparación con los datos de las etiquetas (cuando están 
disponibles) encontrando en algunos casos diferencias considerables. Para  el fósforo en nueces 
da una concentración de 0,45%. En otro artículo sobre cultivos diferentes de nueces en Irán [15] 
los resultados para fósforo, sin indicar el método de análisis utilizado, son de 2890-3650 mg/Kg. 
Con lo expuesto anteriormente, se consideró de gran interés adaptar el método 
espectrofotométrico basado en la formación del complejo azul de molibdeno para el caso 
específico de la determinación de fósforo en nueces; así como aplicarlo posteriormente a nueces 
que se pueden encontrar en el mercado español y realizar un estudio que diferencie el fósforo 
asimilable del no asimilable. En relación con este último no existen precedentes ya que no se 
encuentra nada en la bibliografía. 
 
3.3. Preparación de la muestra para la determinación de analitos inorgánicos 
Cuando se lleva a cabo la determinación de analitos inorgánico en muestras reales, se 
requiere destruir la materia orgánica como paso previo a la determinación. La elección del 
método de pretratamiento de la muestra depende fundamentalmente de la naturaleza de la 
materia orgánica y de los demás constituyentes inorgánicos que compongan la matriz, de los 
analitos a determinar y de la técnica analítica que se usará para su determinación [13]. 
 En el caso que nos ocupa, se pretende llevar a cabo una digestión de la matriz de la 
muestra que no deje residuos sólidos que podrían conllevar pérdidas del analito. 
Básicamente, son dos los tipos de digestión que se realizan bien por vía seca o por vía 
húmeda. La digestión por vía seca es el medio más elemental para la destrucción de materia 
orgánica de cualquier procedencia. Su sencillez es extrema y su factor más crítico es la 
temperatura a la que debe realizarse la operación con vistas a la prevención de posibles pérdidas 
por volatilización, o por formación de compuestos insolubles. La temperatura de 500-550 ºC 
representa un valor usual para esta variable [16]. Este método implica tiempos muy largos y a 
menudo salpicaduras que conllevan pérdidas del analito. 
Por su parte, la digestión por vía húmeda es de aplicación casi universal y sus numerosas 
variantes ofrecen un amplio espectro de posibilidades para la práctica totalidad de los materiales. 
La degradación oxidativa de los componentes orgánicos viene a ser efectuada por la acción de un 
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ácido o de una mezcla de los mismos. Esta modalidad puede llevarse a la práctica en reactor 
abierto mediante calentamiento en placa o en reactores cerrados asistidos por microondas. 
La puesta a punto de un método de preparación de la muestra mediante digestión por vía 
húmeda requiere la elección del ácido o mezcla de ácidos apropiados para la muestra objeto de 
estudio, para el elemento a determinar y para la técnica analítica que será aplicada. Los métodos 
que utilizan únicamente ácido nítrico (HNO3) tuvieron una aceptación minoritaria pues 
planteaban serios inconvenientes en cuanto a la duración del proceso y consumo de reactivos. La 
digestión con HNO3 es aplicable a un gran número de materiales y especialmente ventajoso 
cuando se trata de mineralizar grandes cantidades de tejidos animales y proteínas. Cuando se 
trata de la determinación de elementos traza se prefieren oxidantes de carácter no metálico 
como HNO3, HClO4 o sus mezclas. Algunas variantes de este método las tenemos en 
procedimientos que utilizan H2SO4 y HNO3, cuyo origen puede ser considerado el método de 
Newman, para la determinación de Fe en proteínas, orina y materiales similares. Posteriormente, 
esta mezcla se utilizó en la mineralización de materiales orgánicos y biológicos presentando el 
gran inconveniente de necesitar grandes cantidades de HNO3. El peróxido de hidrógeno (H2O2) 
como sustancia oxidante ha sido utilizado de diversas maneras en la mineralización de materiales 
orgánicos. En primera instancia como sustituto de ácido perclórico, como medio para finalizar y 
completar la digestión húmeda de los residuos de calcinación por HNO3 o la mezcla sulfonítrica. 
Su utilización supone algunas ventajas esenciales pues, siendo un oxidante, la eliminación del 
exceso una vez concluido el proceso, es sumamente sencilla mediante autodestrucción 
autocatalítica. En otras ocasiones, el H2O2 ha sido utilizado como agente principal de 
mineralización y no como paso final del proceso. Cabe distinguir dos variantes de esta técnica, 
según sea el modo de actuación del H2O2: métodos en los que se aprovechan las propiedades 
redox del H2O2 y métodos en los que, mediante catalizadores adecuados, el H2O2 funciona como 
productor de radicales libres [13]. 
3.4. Digestión asistida por microondas 
Los métodos tradicionales de preparación de la muestra (digestión ácida en vaso abierto y 
calentamiento en placa) son los responsables de una gran cantidad de errores que provocan 
irreproducibilidad en los resultados, largos periodos de tiempo, riesgo de pérdidas de analito, 
elevadas cantidades de reactivos, riesgo de contaminación y presencia obligatoria del operador 
[13]. Además de esto, para muchos métodos espectroscópicos, como la espectroscopía de 
absorción atómica, espectroscopía de emisión atómica con plasma (ICP) o espectrofotometría de 
absorción molecular UV-Vis, la matriz debe ser destruida o mineralizada a fin de obtener una 
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disolución lo más homogénea posible en la que se encuentren liberados los elementos a 
determinar [17]. 
Con el fin de acelerar el proceso y evitar los problemas mencionados anteriormente se 
desarrolló la técnica de digestión en reactores cerrados y asistida por microondas. Esta técnica fue 
descrita por primera vez a mediados de los años setenta, y desde entonces han sido numerosas 
las publicaciones que han recogido las ventajas y utilidades de la misma. En una digestión en 
horno de microondas, el calentamiento se produce por dichas ondas. Las microondas son un tipo 
de radiación electromagnética cuyas longitudes de onda están comprendidas entre las ondas de 
radio y la radiación infrarroja [18]. 
 El calentamiento de la muestra en un horno de microondas se produce por dos 
mecanismos: rotación bipolar y conducción iónica, ambas formas pueden ocurrir 
simultáneamente [19]. Los ácidos y los líquidos polares, en general, se calientan más rápidamente 
por radiación de microondas que por cualquier otro método, ya que las microondas tienen la 
capacidad de penetrar unos 2,5 cm de profundidad en la muestra y calientan el líquido por todas 
partes, en vez de sólo en la superficie. 
 Los trabajos desarrollados hasta la fecha con diferentes tipos de muestras han 
demostrado que con esta técnica se obtienen resultados comparables a los del método clásico de 
calcinación o de digestión húmeda en placa calefactora, pero con mayor reproducibilidad y 
exactitud al evitar pérdidas y en un tiempo mucho más corto, siendo los parámetros más 
importantes las condiciones de temperatura y presión durante la digestión. 
Por todo ello, los métodos que utilizan hornos de microondas para la preparación de 
muestras tienden a ser precisos, seguros y rápidos, además, tienen capacidad para digerir 
múltiples muestras y permiten la monitorización y automatización del proceso [20,21]. Entre las 
desventajas de este tipo de digestiones en sistemas cerrados, la principal sería la limitación en la 
cantidad de muestra que se puede digerir y el volumen de reactivos que se pueden utilizar, dado 
que un exceso de ambos puede provocar explosiones del reactor.  
En este trabajo se desarrollará un método de digestión asistida por microondas para 
muestras de nueces, basado en el propuesto para la digestión de semillas por el manual del 
equipo de microondas, con el objetivo de llevar a cabo la destrucción de la matriz orgánica de las 
mismas sin que queden residuos sólidos, con vistas a la determinación de fósforo en dichas 
muestras. 
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3.5. Determinación de fósforo por espectroscopía de absorción molecular UV-Vis mediante la 
formación del complejo Azul de Molibdeno 
En cuanto a los métodos de determinación de fósforo que se reflejan en las tablas de 
composición de alimentos, en muchos casos no se menciona especialmente las nueces. El "Food 
Composition Data" [10] hace una revisión de métodos analíticos, en la que cita a la 
Espectrometría de Emisión por Plasma (ICP). Es bien sabido que esta técnica es costosa y difícil de 
mantener, además de ser una técnica multielemental por lo que no tiene mucho sentido utilizarla 
para la determinación de un solo elemento. Para el caso de la determinación de fósforo es 
preferible hacer uso del método espectrofotométrico basado en la formación del complejo azul 
de molibdeno para muestras de alimentos dada su excelente sensibilidad y precisión [22]. La Guía 
de nutrientes "Nutrient Guide" [12] para alimentos da una concentración para fósforo en nueces 
de 3460 mg/kg pero no menciona el método utilizado. En otras tablas de composición de 
alimentos no aparece la concentración de fósforo en nueces. 
La espectrofotometría de absorción molecular es una técnica instrumental que encuentra 
una extensa aplicación en la determinación de especies moleculares y ha sido ampliamente 
utilizada en las ciencias experimentales para caracterización, identificación y cuantificación de 
sustancias. 
Un grupo de compuestos muy útil en el análisis espectrofotométrico es el de los 
heteropoliácidos. El prototipo de ellos es el ácido molibdofosfórico H3 [PO4·12MoO3]. Las doce 
unidades MoO3 se hallan coordinadas alrededor de los oxígenos del ión fosfato, uniéndose tres 
átomos de molibdeno a cada uno de estos oxígenos. En la estructura global, hay seis átomos de 
oxígeno alrededor de cada átomo de molibdeno actuando algunos de estos oxígenos como 
puentes de unión entre dos átomos de molibdeno. El molibdeno puede ser sustituido por 
wolframio y el átomo central del complejo, el fósforo, puede reemplazarse por arsénico, 
germanio o silicio. También se conocen heteropoliácidos que contienen boro y vanadio.  
El color de los heteropoliácidos se produce mediante la adición de molibdato de amonio, 
en exceso considerable, a la disolución problema fuertemente ácida y se emplea para determinar 
fósforo, silicio y arsénico. El color de estos ácidos es amarillo intenso iniciándose la absorción 
aproximadamente a 450 nm, hallándose el máximo en la región ultravioleta.  
Los ácidos molibdofosfórico, molibdosilícico y molibdoarsénico son reducidos por diversos 
reactivos reductores, formando una sustancia azul de composición no bien determinada, 
denominada “azul de molibdeno”. El color es muy intenso, y su absortividad molar es de 25000 
L·g-1·cm-1 aproximadamente, que es muy elevada lo que proporciona una gran sensibilidad en la 
determinación. Así, una disolución de azul de molibdeno preparada a partir de fosfato con 1·10-4 
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átomos gramo de fósforo por litro, tendría una absorbancia de 2,5 en una cubeta de 1 centímetro. 
La absorción máxima aparece en el rojo, a unos 820 nm, con una banda ancha y llana, por lo que 
la elección de longitud de onda no es muy determinante pudiéndose usar una rendija ancha. La 
Figura 2 muestra el espectro de absorción de una disolución del complejo azul de molibdeno. 
 
           Figura 2. Espectro de absorción del complejo azul de molibdeno 
El “azul de molibdeno” se emplea para determinar trazas gracias a su gran sensibilidad, 
pero su uso presenta algunos inconvenientes. No es un compuesto estequiométrico y su espectro 
de absorción depende del modo en el que ha sido preparado. Sus disoluciones son coloidales y 
varían con el tiempo, precipitando eventualmente, de modo que las lecturas 
espectrofotométricas deben tomarse antes de una o dos horas de haber preparado la mezcla. 
Otro motivo para realizar la lectura de la intensidad del color al cabo de un período de tiempo fijo 
y relativamente corto, es que el exceso de molibdato de amonio también sufre reducción, si bien 
mucho más lentamente que el heteropoliácido. En disolución fuertemente ácida, 1 M o más en 
iones hidrógeno, el ácido molibdofosfórico se reduce mucho más rápidamente que el 
molibdosilícico, de lo cual se saca partido para soslayar, por lo menos parcialmente, la 
interferencia del silicato. Se han utilizado diversos reductores, siendo los más comunes el cloruro 
de estaño (II), el sulfato de hierro (II), hidracina  y el ácido 1,2,4-aminonaftolsulfónico [23]. 
En este trabajo se propone la determinación del fósforo total y una aproximación al 
establecimiento de fósforo asimilable en muestras de nueces. Para ello, se realizará un muestreo 
de diferentes variedades de nueces Juglans Regia y se aplicarán técnicas estadísticas para 
diferenciar contenidos según las variedades y su origen geográfico y establecer correlaciones 













Longitud de onda (nm)
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Uno de los objetivos principales de este trabajo es el desarrollo de un procedimiento para 
la determinación del contenido total en fósforo en muestras de nueces (Juglans Regia) de 
diferente origen geográfico, con la finalidad de llevar a cabo un estudio comparativo en diferentes 
muestras al alcance del consumidor. 
 Por otra parte, debido a la baja biodisponibilidad del fósforo en frutos secos, el segundo 
objetivo es llevar a cabo un estudio de la biodisponibilidad de fósforo en nueces. Para ello, se 
pondrá a punto un método sencillo de extracción que permita determinar tanto el fósforo 
inorgánico como el fósforo orgánico. 
Por último, se aplicarán técnicas estadísticas de comparación para diferenciar variedades 
de nueces de distintos orígenes geográficos en base a las determinaciones de fósforo en las 
diferentes muestras. También se utilizarán técnicas de correlación para establecer la relación 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 
5.1. Reactivos 
 Los reactivos utilizados fueron de calidad para análisis y todos ellos aparecen reflejados en 
la Tabla 1. El agua que se utilizó en todos los casos era de calidad Milli-Q (18 m) obtenida 
mediante un sistema de purificación de agua Millipore (Burlington, Massachusetts, Estados 
Unidos). 
 Tabla 1. Materiales y reactivos empleados 
Nombre Pureza Casa comercial 
Papel de filtro Libre de Fósforo Anoia (Barcelona, España) 
Peróxido de Hidrógeno 30% Panreac (Barcelona, España) 
Ácido Nítrico 65% Panreac (Barcelona, España) 
Sulfato de hidracina 99% Panreac (Barcelona, España) 
Molibdato Amónico 99% Panreac (Barcelona, España) 
Ácido Sulfúrico 96% Merck (Darmstadt, Alemania) 
Cloruro de Amonio 99,5-100% Merck (Darmstadt, Alemania) 
Fosfato de potasio 95% Panreac (Barcelona, España) 
 
5.2. Instrumentación 
La digestión de las nueces se llevó a cabo en un horno microondas Ethos 1 Milestone 
(Italia), que consta de un carrusel en el que se colocan los reactores que contienen los vasos de 
teflón. El seguimiento del proceso de digestión se llevó a cabo a través de una pantalla táctil 
donde se pueden controlar condiciones de presión, temperatura y tiempo. Además, permite 
realizar un seguimiento de la digestión gracias a que muestra una gráfica de temperatura frente al 
tiempo y potencia frente al tiempo. El calentamiento de patrones y muestras para su posterior 
medida se llevó a cabo en una placa calefactora rectangular analógica “Combiplac” P-selecta. Las 
medidas espectrofotométricas se realizaron en un espectrofotómetro UV-Vis Jasco V-650 (Japón) 
de doble haz, donde se introducen dos cubetas de vidrio, en una de ellas se coloca la muestra a 
medir y en la otra el blanco.  
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Figura 3. Horno de microondas (Izquierda) y Espectrofotómetro de absorción molecular UV-Vis 
(Derecha) 
5.3. Toma de muestra 
Para el presente estudio, se han empleado un total de 13 muestras de nueces. En 
concreto, se han analizado 12 muestras de la especie Juglans Regia procedentes de 12 cultivos 
diferentes de distintos orígenes geográficos (española, francesa, americana) y una muestra de la 
especie Carya Illinoinensis ambas pertenecientes a la familia de la Juglandaceae.  
Las muestras analizadas en este estudio son muestras que están al alcance del 
consumidor en el mercado. Todos los datos de las 13 muestras quedan recogidos en la Tabla 2, y 
en la Figura 4 se muestra una fotografía de las distintas muestras de nueces analizadas. 
 
Figura 4. Muestras de nueces analizadas 
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Tabla 2. Datos de las muestras de nueces analizadas 
 
5.4. Preparación de disoluciones 
Disolución de Cloruro de Amonio 1 M 
Se preparó pesando 13,372 g de NH4Cl y enrasando a 250 mL con agua Milli-Q. 
Disolución de molibdato de amonio al 2,5 %  
Se preparó 1L de disolución de molibdato de amonio al 2,5 % pesando 29,4 g de 
molibdato de amonio en H2SO4 10 N. 
Disolución de sulfato de hidracina al 4% 
Se pesaron 2 g de sulfato de hidracina llevándolos finalmente a 50 mL con agua Milli-Q. 
Muestra Características (Género, especie y variedad) Origen 
#1 Juglans Regia. Española. Regadío. Huerta Serrano. 1100 m altura Nerpio, Albacete (España) 
#2 Juglans Regia. Española. Secano. El entredicho. 1250 m altura Murcia (España) 
#3 Juglans Regia. Española. Secano. Fuente Taibilla. 1400 m altura Nerpio, Albacete (España) 
#4 Juglans Regia. Injerto: Española+Francesa. Regadío. 1100 m Nerpio, Albacete (España) 
#5 Juglans Regia. Francesa. Ecológica. Franquette Francia 
#6 Juglans Regia. Americana. Californiana Estados Unidos 
#7 Juglans Regia. Americana. Californiana Chile 
#8 Juglans Regia. Española Reus (España) 
#9 Juglans Regia. Española. Sierra de Aracena. El calabacín. Huelva (España) 
#10 Juglans Regia. Francesa. Franquette Francia 
#11 Carya Illinoinensis. Pecana Málaga (España) 
#12 Juglans Regia. Española Lugo (España) 
#13 Juglans Regia. Española Girona (España) 
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Preparación del patrón de fósforo de concentración 10 mg /L 
Se tomaron 10 mL de la disolución patrón de fósforo (100 mg/L) preparada a partir de 
K3PO4 y se enrasó a 100 mL con agua Milli-Q.  
Preparación del reactivo de molibdato y de sulfato de hidracina 
Debido a que esta disolución no puede conservarse, se prepararon 100 mL 
inmediatamente antes de su empleo. Para ello, se mezclaron 25 mL de la disolución de molibdato 
amónico al 2,5% con 10 mL de la disolución de sulfato de hidracina al 4% y se diluyó la mezcla 
hasta 100 mL con agua Milli-Q. 
5.5. Preparación de los patrones para la elaboración de la curva de calibrado  
Se colocó en 5 matraces erlenmeyer de 100 mL, 0; 1; 2; 4 y 5 mL de la disolución patrón 
de fósforo de concentración 10 mg/L. Se adicionó aproximadamente 10 mL de agua Milli-Q, y 20 
mL del reactivo de molibdato de amonio y de sulfato de hidracina. Se mezclaron y se colocaron los 
matraces erlenmeyer en una placa calefactora a 140ºC durante 2 minutos para la formación del 
azul de molibdeno. Se dejó enfriar a temperatura ambiente y se trasvasó con cuidado el 
contenido de los matraces erlenmeyer a matraces aforados de 50 mL. Se enrasó cada matraz 
aforado hasta 50 mL con agua Milli-Q y se homogeneizó la disolución.  
5.6. Preparación de las muestras de nueces para la determinación de fósforo total 
Antes de proceder a la digestión ácida de la muestra en el horno de microondas se tomó 
suficiente cantidad de nueces para triturarlas en un mortero de vidrio hasta que quedaron 
finamente divididas en trozos lo más pequeños posibles (Figura 5). 
 
Figura 5. Etapas del triturado de las nueces 
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La digestión de las nueces se realizó por triplicado en los reactores cerrados del horno de 
microondas. En cada uno de los reactores se introdujeron aproximadamente 0,5 g de nueces 
pesadas con exactitud de 1 mg. Se adicionó 1 mL de H2O2 al 30% y 5 mL de HNO3 concentrado. 
Posteriormente, se cerraron los reactores, se introdujeron en el horno de microondas y se les 
sometió al programa descrito en la Tabla 3. 
Tabla 3. Programa del horno de microondas para la digestión de nueces 
Tiempo (min) Potencia (W) Temperatura (ºC) 
10 600 200 
20 600 200 
 
Al finalizar el programa, se dejaron enfriar los reactores a temperatura ambiente, se 
trasvasó el contenido de los mismos a matraces aforados de 50 mL y se enrasó con agua Milli-Q. 
Los digeridos se guardaron en frascos de polipropileno y se almacenaron refrigerados hasta el 
momento de la determinación. 
5.7. Extracción para la determinación de fósforo asimilable y no asimilable 
Se pesó aproximadamente 1 g de nueces con la exactitud de 1 mg por triplicado y se 
añadió 30 mL de una disolución de NH4Cl 1 M a cada vaso. Estas mezclas se agitaron con una 
barra agitadora durante 30 minutos a 300 rpm. Una vez transcurrido este tiempo, se filtró la 
mezcla a vacío utilizando un matraz Kitasato y un embudo Büchner con un filtro libre de fósforo. 
Se emplearon unos 10 mL más de la disolución de NH4Cl 1 M para eliminar los restos de sólidos 
que pudiesen quedar en el vaso. Después de la extracción, se guardó el extracto para la 
determinación del fósforo no asimilable en frascos de polipropileno. 
5.8. Digestión de la muestra para la determinación de fósforo no asimilable 
Para este caso, se añadieron 15 mL del extracto, 1 mL de H2O2 y 1,5 mL de HNO3 a los 
reactores del horno de microondas. Esta operación se realizó por triplicado. Tras esta operación 
se cerraron los reactores, se introdujeron en el horno de microondas y se les sometió al programa 
descrito en la Tabla 3. 
Al finalizar el programa, se dejó enfriar a temperatura ambiente y se trasvasó el contenido 
de los reactores a matraces aforados de 50 mL enrasando con agua Milli-Q. Los digeridos se 
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guardaron en frascos de polipropileno y se almacenaron refrigerados hasta el momento de la 
determinación. 
5.9. Procedimiento para la medición de fósforo total en las muestras de nueces 
Por triplicado, se tomó 1 mL de las disoluciones de nueces digeridas y se llevaron a 
matraces erlenmeyer de 100 mL. Se añadió a cada uno de ellos aproximadamente 10 mL de agua 
destilada y 20 mL del reactivo de molibdato y de sulfato de hidracina. Se mezclaron y se colocaron 
los matraces erlenmeyer en una placa calefactora  a 140ºC durante 2 minutos para la formación 
del complejo azul de molibdeno. Se dejó enfriar a temperatura ambiente y se trasvasó con 
cuidado el contenido de los matraces erlenmeyer a matraces aforados de 50 mL. Se enrasó cada 
matraz aforado con agua Milli-Q. Se homogeneizó la disolución y se efectuaron las lecturas de 
absorbancia en el espectrofotómetro a la longitud de onda del máximo de absorción. 
 
5.10. Procedimiento para la medición de fósforo no asimilable en las muestras de nueces 
Por triplicado, se tomaron 2 mL de las disoluciones de nueces digeridas y se llevaron a 
matraces erlenmeyer de 100 mL. Se añadió a cada uno de ellos aproximadamente 10 mL de agua 
destilada y 20 mL del reactivo de molibdato y de sulfato de hidracina. Se mezclaron y se colocaron 
los matraces erlenmeyer en una placa calefactora a 140ºC durante 2 minutos para la formación 
del complejo azul de molibdeno. Se dejó enfriar a temperatura ambiente y se trasvasó con 
cuidado el contenido de los matraces erlenmeyer a matraces aforados de 50 mL. Se enrasó cada 
matraz aforado con agua Milli-Q. Se homogeneizó la disolución y se efectuaron las lecturas de 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 Para realizar la determinación de fósforo total en nueces con el método 
espectrofotométrico basado en la formación del complejo azul de molibdeno se hace necesaria la 
eliminación de la materia orgánica que forma parte de la matriz de la muestra. La digestión de la 
muestra se llevó a cabo en sistema cerrado y asistida por microondas dadas las ventajas que 
ofrece este sistema frente a pérdidas y contaminación de la muestra en comparación a cuando se 
realiza sobre placa calefactora en recipiente abierto. Por otra parte, era necesario seleccionar la 
mezcla ácida para dicha digestión. Por ello, se realizaron una serie de ensayos previos en placa 
calefactora con diferentes mezclas ácidas y digiriendo 0,5 g de muestra en matraces erlenmeyer. 
Para fijar esta cantidad de muestra se consideró el protocolo de digestión del equipo de 
microondas que indicaba un máximo de 0,5 g para muestras de semillas. Se estudiaron 3 tipos de 
mezclas ácidas, calentadas al 100% de la potencia de la placa calefactora durante 3 horas: 
A. 5 mL de H2SO4 + 5 mL de HNO3 
B. 4 mL de HNO3 + 1 mL H2SO4 + 1 mL H2O2 
C. 7 mL HNO3 + 1 mL H2O2 
El matraz erlenmeyer A comenzó a adquirir un color naranja, debido a los vapores 
nitrosos y terminó adquiriendo un color negro. Este color negro se debe a la presencia de 
compuestos de carbono que no han sido oxidados completamente. En el matraz erlenmeyer B se 
observó la formación de espuma y finalmente acabó apareciendo también un color negro. Por 
último, el matraz erlenmeyer C desprendía vapores más claros y al finalizar las 3 horas el digerido 
presentaba un aspecto más claro y transparente, aunque en los 3 matraces quedaban restos de 
grasa sin digerir. 
A la vista de los resultados se eligió la mezcla de HNO3 y H2O2 para realizar una digestión 
en sistema cerrado y asistido por microondas.  
El siguiente paso fue determinar el volumen de HNO3 y H2O2 necesario para realizar una 
digestión de 0,5 g de nueces. Se probaron con 7 mL HNO3 + 1 mL H2O2 y con 5 mL HNO3 + 1 mL de 
H2O2. En todos los casos se utilizó el programa de temperatura descrito en la Tabla 3, propuesto 
por el manual del equipo de microondas para la digestión de  muestras de semillas. 
 Tras la digestión, ambas mezclas ácidas quedaron transparentes, sin restos de grasa y sin 
residuos sólidos. Posteriormente, en un matraz erlenmeyer se tomó 1 mL de cada tipo de digerido 
y se adicionaron 20 mL del reactivo de molibdato amónico (2,5%) y de sulfato de hidracina 
(0,15%) más 10 mL de agua Milli-Q con la finalidad de formar el complejo azul de molibdeno. Las 
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cantidades de reactivo (molibdato amónico + sulfato de hidracina) y sus concentraciones son las 
que se utilizan para la determinación de fósforo total en digeridos de leche [22]. Los digeridos y el 
reactivo se llevaron a una placa calefactora a 140ºC hasta la formación del complejo azul de 
molibdeno. No obstante, en ninguno de los casos se observó el color azul característico del 
complejo. Este resultado se debía al exceso de oxidante del digerido de las muestras de nueces. 
Este exceso de oxidante interfería en la acción reductora del sulfato de hidracina impidiendo la 
formación del complejo de azul de molibdeno. 
 Posteriormente, se incrementó la concentración de sulfato de hidracina hasta el 1,5% 
para evitar la interferencia del exceso de oxidante. En ambos casos se obtuvo el complejo azul de 
molibdeno y se realizó un barrido de longitudes de onda por espectrofotometría de absorción 
molecular en el UV-Vis. La reacción química que tiene lugar es la siguiente: 
 
En la Figura 6 se muestra el espectro del complejo azul de molibdeno para el digerido con 
5 mL HNO3 + 1 mL H2O2. Se observa una banda con un máximo en torno a 820 nm que 
corresponde al complejo. Se realizaron las medidas de absorbancia a la longitud de onda del 
máximo de absorción para los dos digeridos (con diferentes volúmenes de ácido) obteniéndose en 
ambos casos valores muy similares. 
 
















Longitud de onda (nm)
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A la vista de los resultados se decidió que la digestión de las nueces se llevaría a cabo con 
5 mL HNO3 + 1 mL H2O2 utilizando el programa de temperatura de la Tabla 3, puesto que implica 
un menor consumo de reactivos. 
 El siguiente paso fue realizar un estudio de la concentración del reductor para obtener 
una máxima señal de absorbancia ya que se sospechaba que no quedaba suficiente sulfato de 
hidracina para reducir cuantitativamente el heteropoliácido.       
6.1. Estudio del porcentaje de reductor  
 Se probaron con 5 porcentajes de concentración de sulfato de hidracina para la formación 
del complejo azul de molibdeno: 1%, 1,5%, 2%, 4% y 5%. Para llevar a cabo este estudio 
comparativo se utilizó la muestra #1 (Tabla 2). Se realizó la digestión en el horno de microondas 
adicionando 5 mL HNO3 + 1 mL H2O2, con el programa de temperatura de la Tabla 3 y por 
triplicado. Por otra parte, se preparó una recta de calibrado con patrones de concentración 0; 0,2; 
0,4; 0,8 y 1 ppm de fósforo. En un matraz erlenmeyer, tanto a los patrones como a los digeridos 
de las muestras, se les añadió 10 mL de agua Milli-Q y 20 mL del reactivo de molibdato de amonio 
y de sulfato de hidracina a las diferentes concentraciones a estudiar. Se llevaron a una placa 
calefactora a 140ºC hasta la formación del color azul. En la Figura 7 se muestra una fotografía de 
las disoluciones de los patrones una vez finalizado el calentamiento en placa, pudiéndose apreciar 
las diferentes intensidades en el color azul del complejo en función de la concentración de fósforo 
de los patrones. Posteriormente se trasvasó el contenido de los matraces erlenmeyer a matraces 
aforados de 50 mL y se enrasó con agua Milli-Q. Tanto los patrones como la muestra digerida se 
midieron a 820 nm por espectrofotometría de absorción molecular. A los valores de absorbancia 
de la muestra se le restaron los valores absorbancia del blanco. Este blanco correspondía al 







Figura 7. Preparación de los patrones para la recta de calibrado 
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Tabla 4. Resultados del estudio del porcentaje de reductor 
Porcentaje 









Media de la 
concentración 
























3081,562 125,232 4,1 0,599 3093,640 
0,589 3200,318 
 
Como podemos observar, el porcentaje que nos proporciona una mayor señal de 
absorbancia es el correspondiente al 4%. Si bien, la señal es poco mayor que la que nos 
proporciona la disolución del sulfato de hidracina al 2%, el coeficiente de variación de los 
triplicados con la disolución al 4% es menor, es decir, la disolución al 4% proporciona mayor 
sensibilidad y precisión. Cuando se utiliza el 5% de sulfato de hidracina las señales de absorbancia 
son más bajas y con menor precisión. Finalmente, elegimos el porcentaje de reductor al 4% para 
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6.2. Establecimiento de la fracción asimilable y no asimilable 
 Tal y como se ha comentado en la introducción del presente trabajo, el fósforo es un 
elemento esencial en la dieta. No obstante, no todo el fósforo de origen vegetal puede ser 
absorbido por el hombre dado que se encuentra como ácido fítico o fitato. 
 Para establecer el fósforo asimilable en las muestras de nueces se llevó a cabo una 
adaptación del método para la determinación de fósforo lábil en sedimentos [24] y que también 
ha sido aplicado a la determinación de fósforo fácilmente soluble en muestras de suelo [25]. Este 
procedimiento consiste en una extracción que utiliza como extractante NH4Cl 1 M. En el extracto 
se separará el fósforo en forma de fitato y constituirá la fracción de fósforo no asimilable. El sólido 
contendrá la fracción de fósforo asimilable en forma de sales inorgánicas tales como fosfatos de 
calcio, magnesio, hierro etc. En la bibliografía se refleja que la absorción de fósforo en alimentos 
es una función lineal de la ingesta en la dieta de fósforo [6]. En este trabajo haciendo uso de 
técnicas estadísticas se podrá comprobar si existe relación entre el fósforo total y el fósforo 
asimilable.  
 Para la puesta a punto del procedimiento de separación se pesó en un vaso de 
precipitados por triplicado 1 g de nueces finamente machacadas y se adicionaron 30 mL de la 
disolución de NH4Cl 1 M estableciéndose una velocidad de agitación de 300 rpm. Los tiempos de 
extracción estudiados fueron 15, 30, 45 y 90 min. Al finalizar las extracciones se realizó una 
filtración en un matraz Kitasato con embudo Büchner usando filtros de papel libres de fósforo 
para separar la fracción sólida del extracto. Los restos de sólido que quedaron en el vaso de 
precipitados se lavaron con porciones de la disolución de NH4Cl 1M. 
 Una vez separadas las dos fracciones se llevó a cabo una digestión asistida por microondas 
de la fracción sólida que contenía el fósforo asimilable. Para ello se introdujo el filtro con el sólido 
dentro del reactor del horno de microondas y se añadieron 5 mL HNO3 y 1 mL H2O2. El programa 
de calentamiento fue el mismo que se utilizó para la digestión y posterior determinación de 
fósforo total (Tabla 3). Los digeridos quedaron transparentes y sin residuos sólidos. El digerido se 
enrasó a 50 mL con agua Milli-Q. 
 Posteriormente, se tomó 1 mL del digerido y se siguió el mismo procedimiento para la 
formación del complejo azul de molibdeno utilizado para la determinación de fósforo total. Se 
midió la absorbancia a 820 nm tras la formación del complejo azul de molibdeno. 
Las concentraciones más pequeñas de fósforo asimilable correspondían a tiempos de 
extracción de 30 y 45 minutos, siendo estos valores prácticamente iguales. Para estos tiempos se 
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produce la máxima extracción de fósforo no asimilable en el extracto. Por ello se fijó un tiempo de 
30 minutos para llevar a cabo las extracciones de fósforo no asimilable en las muestras de nueces. 
Para establecer si era más adecuado analizar la fracción sólida (fósforo asimilable) o el 
extracto líquido (fósforo no asimilable) se determinó el fósforo en ambas fracciones y el fósforo 
total. Las determinaciones de fósforo asimilable y fósforo total se realizaron tal y como se ha 
expuesto anteriormente. Para la determinación del fósforo de la fracción no asimilable se 
procedió tomando por triplicado el máximo volumen posible, 15 mL, del extracto y se llevó a los 
reactores del horno de microondas. Se adicionó la mezcla ácida (5 mL HNO3 + 1 mL H2O2) que se 
había empleado para la digestión y posterior determinación del fósforo total y de la fracción de 
fósforo asimilable. El programa de temperatura empleado también fue el mismo (Tabla 3). Como 
resultado se obtuvo un digerido transparente que se enrasó a 50 mL con agua Milli-Q. 
 A continuación, se estudiaron los volúmenes de digerido (1,2 y 5 mL) a tomar para la 
formación del complejo azul de molibdeno. En todos los casos se comprobó que no se formaba el 
complejo. Se pensó que este resultado era consecuencia de un exceso de oxidante tras la 
digestión, por lo que se optó por rebajar el volumen de HNO3 para realizar la digestión del 
extracto ya que parte de la materia orgánica quedaba en el sólido. Para ello, a 15 mL tomados del 
extracto por triplicado, se le añadió 1,5 mL HNO3 + 1 mL H2O2 y se sometió al mismo programa de 
temperatura recogido en la Tabla 3. 
 El aspecto del digerido era transparente. Posteriormente, se tomaron 1 mL y 2 mL del 
digerido y en ambos casos tras adicionar los reactivos se formó el complejo azul de molibdeno. 
Los valores de absorbancia tras las medidas por espectroscopía de absorción molecular a 820 nm 
fueron de 0,201 y 0,441. Dados los valores de absorbancia obtenidos se decidió tomar 2 mL de 
digerido para la formación del complejo azul de molibdeno ya que este valor se encontraba más 
centrado dentro del rango lineal de la curva de calibrado.  
 En resumen, el esquema a seguir para la determinación de fósforo total, fósforo 
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Figura 8. Procedimiento a seguir para la determinación de fósforo total  y sus fracciones 
Una vez establecido el procedimiento para la determinación de fósforo total y el 
procedimiento para la determinación de fósforo asimilable y no asimilable, el siguiente paso fue 
elaborar una curva de calibrado y llevar a cabo las determinaciones tanto de fósforo total como 
de fósforo en la dos fracciones, por triplicado. La curva de calibrado que se muestra en la Figura 9, 
se preparó siguiendo el procedimiento detallado en el epígrafe 5.5. 
 
Figura 9. Recta de calibrado  

















Concentración de fósforo  en mg/L
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Como puede apreciarse se obtiene un buen ajuste lineal (R2= 0,9974) entre la 
concentración de los patrones y las absorbancias medidas. 
 En la Tabla 6 se resumen los resultados de los análisis. 
Tabla 6. Resultados de la determinación de fósforo y sus fracciones 
 
A la vista de los resultados se comprueba que la suma de las fracciones de fósforo 
asimilable y no asimilable es de 2836,5 mg/Kg. Esta suma es prácticamente igual al valor de 
fósforo total determinado en la muestra. 
La diferencia entre el valor de fósforo total de la suma de las fracciones y el fósforo total 
determinado directamente es de 0,51% lo que demuestra la validez del procedimiento de 
extracción para la determinación de las fracciones de fósforo asimilable y no asimilable. 
Por otra parte, el coeficiente de variación para la determinación de fósforo no asimilable 
es más pequeño que el obtenido para la determinación de fósforo asimilable. Esto se debe a la 
menor manipulación que se requiere para el procedimiento de determinación de fósforo no 
asimilable, dado que se emplea la disolución de extractante. En consecuencia, para  determinar la 
fracción de fósforo asimilable en las muestras de nueces se calculará la diferencia entre la 

























2075,2 2,2 0,667 2111,488 
0,641 2024,196 
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6.3. Parámetros analíticos del método 
 Para evaluar el método propuesto para la determinación de fósforo en muestras de 
nueces se han calculado el límite de detección y cuantificación, la sensibilidad del método, el 
rango lineal y la precisión. 
 El cálculo del límite de detección y cuantificación se ha llevado a cabo realizando 13 
medidas independientes del blanco. En la Tabla 7 se recogen los resultados de las medidas de 
absorbancia para cada uno de los blancos. 




















siendo 𝑆𝑏 la desviación estándar del blanco y m la pendiente de la recta de calibrado. Empleando 
el valor de la desviación estándar del blanco (0,0107) y la pendiente de la recta de calibrado 
(0,8853)  que aparece en la Figura 8 se obtuvo un límite de detección de 0,0363 mg/L. Por su 
parte, el límite de cuantificación se calculó mediante la expresión 
10𝑆𝑏
𝑚
 , siendo 𝑆𝑏 la desviación 
estándar del blanco y m la pendiente de la recta de calibrado. De nuevo empleando el valor de la 
desviación estándar del blanco (0,0107) y la pendiente de la recta de calibrado (0,8853)  se obtuvo 
un límite de cuantificación de 0,1211 mg/L. Ambos límites fueron adecuados para realizar las 
determinaciones de fósforo en las muestras de nueces. 
Cuando se trabaja en el intervalo lineal de un método, se puede decir que la sensibilidad 
se corresponde con la pendiente de la curva de calibrado [27] obteniéndose en nuestro caso una 
sensibilidad de 0,8853 L/mg. 
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En la Figura 10 se muestran los espectros obtenidos correspondientes a diversas 
disoluciones con concentraciones crecientes de fósforo comprendidas entre 0 y 2 mg/L para el 
método propuesto. Se puede observar como la absorbancia es proporcional a la concentración de 
fósforo. 
 
Figura 10. Espectros obtenidos para concentraciones crecientes de fósforo (0 a 2 mg/L) 
 El rango lineal de aplicación fue otro de los parámetros evaluados. Para ello se han 
estudiado 7 niveles de concentración de fósforo de 0 a 4 mg/L. Al representar la absorbancia 
frente a la concentración de fósforo se obtuvo un comportamiento lineal para los valores de 
absorbancia comprendidos entre 0,039 y 2,145 que corresponden a los patrones de 
concentración comprendida entre 0 y 2 mg/L como puede apreciarse en la Figura 11. 
 
Figura 11. Recta de calibrado para concentraciones de 0 a 2 mg/L de fósforo 
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Como puede observarse, las concentraciones de los patrones utilizadas en la elaboración 
de la recta de calibrado se encuentran dentro del rango lineal del método. 
Otro parámetro estudiado fue la precisión del método que se determinó realizando 6 
réplicas de la misma muestra para la determinación de fósforo total. Las concentraciones de 
fósforo total para las 6 réplicas aparecen reflejadas en la Tabla 8. 
Tabla 8. Estudio de la precisión del método 








La precisión se evaluó calculando el coeficiente de variación para las 6 réplicas, 
obteniéndose un valor de dicho coeficiente igual a 2,42% por lo que se confirma la buena 
precisión del método para la determinación de fósforo total en muestras de nueces. 
6.4. Determinación de fósforo total y de fósforo no asimilable en muestras de nueces 
Con vistas a realizar un estudio del contenido de fósforo total y fósforo asimilable en 
nueces se llevó a cabo un muestreo de nueces al alcance del consumidor en el mercado. Así se 
consiguieron muestras de diferentes orígenes y de diferentes cultivos, concretamente de Estados 
Unidos, Chile, Francia y España. Dentro de España de Lugo, Gerona, Huelva y de la Sierra de 
Segura. En este último caso se llevó a cabo un muestreo más específico de diferentes cultivos de 
la zona de la Sierra de Segura a diferentes alturas, de secano y de regadío y un injerto de la nuez 
autóctona con la nuez francesa. Además y como contraste se analizó una muestra de nuez de 
Málaga Carya Illinoinensis de Málaga llamada comúnmente nuez pecana o nuez pacana. En total 
se analizaron 13 muestras de nueces cuyos datos aparecen recogidos en la Tabla 2. 
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Para la determinación de fósforo total se siguió el procedimiento descrito en el epígrafe 5 
(Materiales y Métodos). El fósforo asimilable se determinó indirectamente por diferencia entre el 
fósforo total y el fósforo no asimilable, también descrito en el epígrafe 5 (Materiales y Métodos). 
Un resumen de estos procedimientos aparece en la Figura 8. A continuación, se elaboró 
una curva de calibrado para llevar a cabo la determinación cuantitativa del fósforo total y de las 
fracciones asimilable y no asimilable de fósforo en nueces. La ecuación de la curva de calibrado 
fue y = 0,8114x + 0,0769 con un ajuste lineal R2=0,9995. 
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1544,1 50,4 3050,77 1359,34 
3149,95 1447,76 
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Por simple inspección de los datos se observa que las concentraciones de fósforo total 
para Juglans Regia varían desde 2524,7 hasta 3623,6 mg/Kg, valores que se encuentran ubicados 
dentro de los publicados en la bibliografía.  
 De todas las muestras analizadas la nuez pecana es la que presenta una concentración 
más baja en fósforo total, no obstante, el porcentaje de fósforo asimilable es relativamente alto 
(39,1%) respecto al resto de las nueces analizadas. 
 La concentración de fósforo total más alta corresponde a las nueces de Lugo, en este caso 
el porcentaje de fósforo asimilable es de 39,8%. Este resultado parece indicar que 
concentraciones muy altas en fósforo total no implican porcentajes altos de fósforo asimilable.  
 En cuanto a las concentraciones para el fósforo asimilable, éstas varían entre 668,1 hasta 
1544,1 mg/kg. Si expresamos los resultados en forma de porcentaje, el contenido en fósforo 
asimilable varía desde 26,2 hasta 50,4%. Estos porcentajes están en consonancia con los descritos 
en la literatura para alimentos de origen vegetal [7].  
 Con los datos de la tabla 7 se llevó a cabo un tratamiento estadístico con vista a 
establecer correlaciones y diferencias entre las variables. 
 En primer lugar se realizó un análisis de correlación entre la concentración de fósforo 
total y la concentración de fósforo no asimilable para todas las muestras de nueces Juglans Regia 
con un nivel de significación del 95%. El valor del coeficiente de correlación de Pearson varía 
desde -1 a +1 y mide la fuerza de la relación lineal entre las variables. Para nuestro caso el 
coeficiente de correlación fue de 0,4346; lo que indica que no existe correlación lineal entre el 
fósforo total y el fósforo no asimilable. Por lo tanto, se deduce que tampoco existe correlación 
lineal entre la ingesta de fósforo y el fósforo asimilable por el organismo humano. Este resultado 
contrasta con lo reflejado en la bibliografía en la que se menciona que absorción de fósforo es 
una función lineal de la ingesta de fósforo en alimentos. Los resultados obtenidos son novedosos 
e indican el interés del análisis de la fracción asimilable, que no está disponible en la información 
reflejada en tablas de composición de alimentos, artículos científicos y en etiquetas informativas 
para el consumidor. 
 Con vistas a establecer diferencias entre las nueces muestreadas se llevó a cabo un 
análisis de la varianza (ANOVA). El análisis de la varianza permite la determinación de diferencias 
estadísticamente significativas entre medias aritméticas de una variable por comparación de 
varianzas. Más concretamente, separa o desglosa la variación total en fuentes diferentes, se 
puede comparar la varianza debida a la variabilidad entre grupos con la que es debida a la 
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variabilidad dentro del grupo. El método utilizado para discriminar una media aritmética de otra 
es el procedimiento de las mínimas diferencias significativas de Fischer con una probabilidad p-
valor=0,05. En el presente trabajo el ANOVA se utilizó para establecer las diferencias entre nueces 
de origen español, francés y americano haciendo uso de las concentraciones de fósforo total y 
fósforo no asimilable. 
 La concentración de fósforo total diferencia de forma significativa las nueces de diferente 
origen (F=4,21 y p-valor=0,0236). En la Figura 12 se muestran los intervalos de confianza para los 
tres grupos de nueces. Como se observa, se diferencian las americanas por un menor contenido 
en fósforo total y no existen diferencias significativas entre las nueces españolas y francesas. 
 
Figura 12. Intervalos de confianza para la media al 95% 
 El ANOVA realizado a partir de las concentraciones de fósforo no asimilable no diferencia 
las nueces de diferente origen (F=1,66 y p-valor=0,2057). En la Figura 13 se muestran los 







Figura 13. Gráfico de medias para el análisis de la varianza de fósforo no asimilable 
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Como puede observarse en la Figura 13. Los intervalos de confianza para la media se 
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Dada que no se ha encontrado en la bibliografía un método específico para la 
determinación de fósforo en nueces se ha adaptado el procedimiento establecido para la 
determinación de fósforo en leche de forma satisfactoria para la determinación de fósforo en 
nueces. 
 Se ha podido comprobar que la digestión de la muestras de nueces por vía húmeda y 
asistida por microondas ha resultado adecuada para la destrucción de la matriz de las nueces que 
se caracteriza por un alto contenido en materia orgánica, sin problemas de contaminación de la 
muestra, pérdidas del analito y en un corto periodo de tiempo (30 minutos). 
 Se ha demostrado que la adaptación del método de extracción de fósforo que se aplica a 
suelos y sedimentos es válida para determinar tanto la fracción de fósforo orgánico como la de 
fósforo inorgánico en muestras de nueces. Esto posibilita establecer la biodisponibilidad del 
fósforo presente en dichas muestras. 
 Utilizando técnicas estadísticas de correlación se ha encontrado que la ingesta de fósforo 
total a partir de muestras de nueces no se correlaciona con la biodisponibilidad del fósforo en 
estas muestras. Así y aunque es conocido que las nueces son un alimento rico en fósforo, se debe 
proporcionar al consumidor una información más detallada acerca de la fracción asimilable de 
fósforo de este alimento. 
 El análisis de la varianza ha hecho posible establecer algunas diferencias en el contenido 
de fósforo total para muestras con diferente origen geográfico. 
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